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FREQUENCIA DOS ALELOS DO HLA-B27 EM PACIENTES COM ESPONDILITE
ANQUILOSANTE E CONTROLES SADIOS

Até o momento, 25 alelos do HLA-B27 (HLA-B*2701-B*2724) foram identificados, e
alguns desses alelos (B*2702, B*¥2704, B*¥2705 e B*2707) sao claramente associados com
a espondilite anquilosante. O alelo HLA-B27 mais comum na popula¢do normal e com
espondilite anquilosante € o B*2705, seguido pelo B*2702, observado em populacdes
caucasoides. Os alelos B*2704 e B*2707 sdo freqiientes em populacdes asiaticas e o alelo

B*2703 em populagdes africanas.

O presente estudo teve como objetivo identificar e determinar a freqiiéncia dos alelos do
HLA-B27 numa populagdao de pacientes com EA e comparar com uma populacdo de
individuos normais. O estudo foi conduzido em 108 pacientes classificados como EA, de
acordo com o critério New York modificado, atendidos no ambulatoério clinico da Unidade
de Reumatologia, do Hospital das Clinicas, da Universidade Estadual de Campinas, e 111
controles normais HLA-B27 positivos, recrutados a partir de doadores de 6rgaos e sangue
sadios ou doadores de transplante de células primdrias hematopoéticas atendidos no
laboratério de Imunogenética de Transplante do Departamento de Patologia Clinica da
Universidade Estadual de Campinas e do laboratério de Imunologia Molecular da
Universidade de Sao Paulo em Ribeirao Preto. Os alelos do HLA-B27 foram tipificados no
Laboratério de Reumatologia utilizando a técnica da reagdo em cadeia da polimerase
amplificando DNA hibridados com seqiiéncias especificas de “primers” (PCR-SSP) de alta

resolugao HLA-B27 (B*2701-B*2721).

O HLA-B*2705 foi o alelo predominante, observado em 90% dos pacientes e 80% dos
controles, seguido pelo HLA-B*2702, presente em 8% dos pacientes € 10% dos controles.
O HLA-B*2713 foi encontrado em um paciente € um controle, ambos caucaséides; o
HLA-B*2704 em um paciente japonés-brasileiro, e ausente na populacdo-controle; os
alelos HLA-B*2703 (6%) e HLA-B*2707 (3%) foram observados somente nos controles.
Correlagdes estatisticas foram estabelecidas entre a presenga dos alelos B*¥2703 e B*¥2707 e
o grupo controle (p=0.0086), e entre os alelos B*2703 e afro-brasileiros (p=0.028); foi
observada uma tendéncia estatistica entre histérico familial de EA e o alelo B*2702

(p=0.084), quando comparados com todos os alelos observados no grupo de pacientes,
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entretanto, ao compararmos apenas os alelos detectados com histérico familial, foi

observada uma associacao estatistica de p=0,035 com relagdo ao alelo B*2702.

Com base nestes resultados, pudemos concluir: os alelos B*2702, B*2704, B*2705 e
B*2713 estao relacionados a EA nesta amostra da populacao brasileira, porém, em relacdo
ao HLA-B*2713, € necessario mais relatos para confirmar a associagao deste alelo com a
doenca; os alelos B*2703 e B*2707 estdo associados de forma negativa com a EA na
amostra da populagdo estudada; o alelo B*2703 pode estar influenciando a freqiiéncia da
EA na amostra da populacido controle estudada; a distribuicdo dos alelos HLA-B27 na
casuistica ndo diferiu da maioria das populagdes caucasdides com EA, onde o B*2705 e
B*2702 sdao os alelos predominantes; os resultados demonstraram que a populagdo
estudada, composta de caucasoides e afro-brasileiros, apresentou um grande polimorfismo,
comparada a estudos realizados em outros paises da América, como no México, Venezuela
e Colombia; o estudo confirmou que diferentes origens genéticas e geograficas podem
contribuir significativamente para diferencas na distribuicdo dos alelos HLA-B27 na

populacdo brasileira.
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FREQUENCY OF THE HLA-B27 ALLELES IN PATIENTS WITH ANKYLOSING
SPONDYLITIS, AND HEALTHY CONTROLS

At moment, 25 alleles of B27 (HLA- B*2701 to B*2724) have been identified, and some of
them (B*2702, B*2704, B*2705 and B*2707) are clearly associated with AS
(REVEILLE et al., 2001). The most common HLA-B27 allele in the healthy population
and in populations with ankylosing spondylitis is the B*2705, followed by B*2702 which
is a restricted allele in Caucasian population. The B*2704 and B*2707 alleles are frequent

in Asiatic populations and the B*2703 allele in Africans populations.

The aim of this study was to identify the frequency of the HLA-B27 alleles in a
population of Brazilian patients with AS and to compare with a population of normal
individuals HLA-B27 positives. The study was carried out on 108 patients classified as AS
according with the modified New York criteria who attended the outpatient clinic of the
Rheumatology of Unit, the State University of Campinas and 111 HLA-B27 positive
controls, retrieved from healthy blood donors and solid organ or hematopoietic stem cell
transplantation donors who attended the Transplant Immunogenetic Laboratory of the
Department of Clinical Pathology of the State University of Campinas and the Laboratory
of Molecular Immunology of the State University of S@o Paulo at Ribeirdo Preto.
HLA-B27 alleles were typed in the Laboratory of Rheumatology using polymerase chain
reaction amplified DNA hybridized with sequence specific high-resolution B27 Primers -

PCR-SSP- (HLA-B*2701 to HLA-B*2721) (Dynal, Biotech Ltd., UK).

HLA-B*2705 was the most common, allele in 90% of the patients and 80% of the controls,
followed by the HLA-B*2702, observed in 8% of the patients and 10% of the controls.
HLA-B*2713 was found in one patient and in one control. HLA-B*2704 was identified in
one patient, and it was absent in the control population. HLA-B*2703 (6%) and
HLA-B*2707 (3%) alleles were observed only in the controls. Statistical correlation was
established between family history of AS and the HLA-B*2702 allele (p=0.035), B*2703
allele and the African-Brazilians (p=0.028), and the presence of the B*2703 and B*2707
alleles and the control group (p=0.0086).
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In conclusion, we found that the B*2702, B*2704, B*2705 and B*2713 alleles are related
to AS in the Brazilian population but more data would be necessary regarding the B*2713
to confirm the association of this allele with the disease; the B*2703 e B*2707 alleles are
associated in a negative form to AS in the sample population studied; the B*2703 allele
might be influencing AS frequency in the control population studied ; the distribution of
B27 alleles in the population sample did not differ from other Caucasian populations with
AS in which B*2705 and B*2702 are the predominant alleles; the results demonstrated that
the population study sample composed of Caucasians and African-Brazilians presented a
great polymorphism compared the study realized in country the American, with the
México, Venezuela e Colombia. This study confirmed that different genetic and
geographical origins could contribute significantly to the differences in the distribution of

the HLA-B27 alleles in the Brazilian population.
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1.1 - ESPONDILOARTROPATIAS SORONEGATIVAS

O conceito das espondiloartropatias soronegativas (ESN) engloba um conjunto
de doengas inflamatdrias cronicas que inclui: a espondilite anquilosante (EA) - doenca mais
freqliente e mais tipica dentre as ESN (FIGURA 1), a artrite psoridsica (AP), a sindrome de
Reiter (SR), as artrites reativas (ARe), a artrite enteropatica (associada as doencas
inflamatorias intestinais) e as espondiloartropatias indiferenciadas (EI). O conceito das
ESN foi proposto apos a observacdo de que este conjunto de doengas estava associado a
presenca do antigeno de histocompatibilidade HLA-B27 (BREWERTON et al., 1973;
SHOLOSTEIN et al., 1973), e do reconhecimento de que os pacientes eram soronegativos
para o fator reumatdéide em 1974 por WRIGHT e MOLL, diferindo dessa forma das
artropatias soropositivas nestes e em outros aspectos (TABELA 1). A freqiiéncia de
pacientes HLA-B27 positivos varia de 70-80% na SR, 50-60% na AP e na artrite
enteropatica, > 95% na EA (CALIN, 1983) e de 80-84% nas EI (OLIVIERI et al., 1995).
Os sitios patoldgicos das ESN incluem as énteses (sitios de inser¢ao dos ligamentos e
tenddes nos 0ssos), o esqueleto axial (incluindo as articulagdes sacroiliacas), as articulagdes
periféricas e algumas estruturas extra-articulares (intestino, pele, olhos e valvula adrtica)

(KHAN, 2002).

No inicio dos anos 90, dois critérios de classificagio — Amor
(AMOR et al.1990) e o Grupo Europeu de Estudos de Espondiloartropatias (ESSQG)
(DOUGADOS et al.1991) — foram propostos a fim de estimar a prevaléncia das ESN na
populacdo. Estudos recentes tem avaliado a prevaléncia das ESN em diferentes populagdes,

variando entre 0,47% (SARAUX et al., 1999) e 1,9% (BRAUN et al., 1998).

Introducado
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Figura 1 - A Familia das Espondiloartropatias (Adaptado: www.emedicine.com)

Tabela 1 - Comparacao entre Artropatias Soropositivas € Soronegativas

Soropositivas Soronegativas
Sexo P>M M>F
Fator reumatoide + 80% <10%
Envolvimento lombar Incomum Comum
Entesopatias Raro Comum
Dactilites Raro Comum
Irites Raro Comum
Conjuntivite Comum Raro
Uretrites Raro Comum
HLA-B27 4-8% 50-95%*
Agregacao familial Incomum Comum
Adaptado de GLADMAN, 1998
* (CALIN, 1983; OLIVIERI et al., 1995)
Introdugdo
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1.1.1 - Espondilite Anquilosante
1.1.1.1 - Historico

Embora descrigdes anatomicas compativeis com EA fossem observadas em
mumias do antigo Egito (FELDTKELLER et al., 2003), a primeira descrigdo como uma
entidade patologica distinta foi realizada em 1690 por um estudante de medicina irlandés
chamado Bernhard Connor (BYWATERS, 1980). A caracterizagdo como uma entidade
clinica distinta surgiu apds as observagdes de Adolfo Strumpell na Alemanha (1884),
Wiladimir Von Becheterew na Russia (1893) e Pierre Marie na Franga (1898)
(apud TAROUG, 2002). A partir da década de 30, o advento da radiologia associou a
presenca de sacroileite a EA, que por algum tempo foi chamada de ‘“espondilite
reumatdide”, por ser considerada uma variante axial da artrite reumatoide, citado por
ARMAS (2001). Em 1974, conforme previamente descrito, a EA foi enquadrada no
conceito das ESN.

1.1.1.2 - Conceito e aspectos clinicos

O termo espondilite anquilosante deriva das palavras gregas ankylos (curvatura)
e spondylos (vértebras). Trata-se de uma doenca inflamatdria sistémica cronica, de etiologia
desconhecida que afeta primariamente o esqueleto axial, podendo evoluir com limitacao
funcional progressiva e anquilose da coluna vertebral, contribuindo para a postura de
esquiador (FIGURA 2). Sdo também observados acometimentos articulares periféricos e
alguns extra-articulares. O envolvimento das regides sacroiliacas ocorre em 100% dos
pacientes afetados, enquanto as outras regides do corpo possuem um valor estimado da
freqliéncia (FIGURA 3). Os acometimentos articulares periféricos sao representados pelas
oligoartrites (predominantes nas grandes articulagdes dos membros inferiores) e
entesopatias (acometendo a insercdo do tenddo de Aquiles/ e ou féscia plantar). Com
relacdo as manifestagdes extra-articulares, € observada a presenca de: irites, particularmente
a uveite anterior aguda, que ocorre em 25 a 40% dos pacientes; alteragdes cardiacas, como
aortite e arritmias; pulmonares, tais como fibrose pulmonar apical e cavitagdo; renais,

destacando-se a nefropatia pelo depdsito de IgA e a amiloidose secundaria; neurologicas,
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que podem ocorrer devido a fraturas / deslocacdo das vértebras, subluxacao atlanto-axial e
sindrome da cauda eqiiina; e a osteoporose da coluna, que ¢ de natureza multifatorial,
freqlientemente observada em pacientes com EA severa de longa duracdo e também nos
estagios iniciais da doenga (como resultado da liberacdo de citocinas pré-inflamatorias)

(KHAN, 2002a; SAMPAIO-BARROS, 2004).

A EA atinge geralmente adultos jovens (segunda e quarta décadas da vida),
preferencialmente do sexo masculino (numa propor¢do de 4 a 5:1) e caucasodide.
Geralmente o sintoma inicial no adulto ¢ a lombalgia de ritmo inflamatério, com
predominio dos sintomas axiais durante a evolugdo. A EA juvenil ¢ considerada antes dos
16 anos e a artrite periférica juntamente com as entesopatias periféricas costumam ser os
primeiros sintomas, que apos alguns anos evoluem para a lombalgia de ritmo inflamatdrio
(SAMPAIO-BARROS, 2004). Alguns pacientes podem ter sintomas moderados, tal como
perda de apetite ou febre moderada no inicio da doenga, sendo estes sintomas mais comuns

entre pacientes com inicio juvenil (KHAN, 1992).

Em pacientes com EA muitas das perdas funcionais ocorrem durante os
primeiros 10 anos, e se correlacionam de forma significante com a presenca de artrites
periféricas, alteragdes radiograficas na coluna vertebral, e o desenvolvimento da “coluna
em bambu”. As causas de 6bito incluem doencas cardiacas, cerebrovasculares, neoplasia,

insuficiéncia renal, e infec¢des, geralmente ndo decorrentes pela EA (GLADMAN, 1998).

1947 1957 1967 1977

Figura 2 - Progressao da Espondilite Anquilosante com o passar dos anos

Adaptado: (www.emedicine.com)
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Ombros 30%

Condro esternal 20%

Lombosacral 50%

Calcanhar 30%

Figura 3 - Areas do corpo onde a inflamac3o pode ocorrer e o valor estimado da freqiiéncia
de ocorréncia (em percentagem de doentes afetados).

Adaptado: www.anea-sede.rcts.pt

1.1.1.3 - Diagnéstico

A EA ¢ uma doenga de progressdo lenta e o diagnostico ¢ geralmente definido
tardiamente, especialmente em pacientes com um quadro clinico incompleto
(KHAN, 2002). O diagnostico da EA ¢ feito utilizando-se critérios clinicos e radiologicos;
os critérios de New York modificados (van der LINDEN et al., 1984b) sdo os mais usados

para a classificagdo da EA (Anexo 1). O sintoma mais caracteristico do paciente
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espondilitico costuma ser a lombalgia de ritmo inflamatério, que melhora com o
movimento e piora com o repouso prolongado, apresentando rigidez matinal prolongada. A
evidéncia radiologica de sacroileite ¢ obrigatoria para o diagndstico, e a EA pode ser
considerada definida quando associada a pelo menos um critério clinico. Um historico de
uveites anterior aguda, historico familial de EA ou espondiloartropatias relacionadas, pode
sugerir o diagnoéstico clinico. Outros indicadores clinicos sdo presenca de entesites, que
podem acometer as sacroiliacas e a coluna vertebral, além de sitios como calcanhar, crista

iliaca e parede anterior do torax (KHAN 2002).

1.2 - O SISTEMA ANTIGENO LEUCOCITARIO HUMANO
1.2.1 - Localizacao

O complexo principal de histocompatibilidade (CPH) foi descrito por
DAUSSET (1958), e trata-se de um grupo de glicoproteinas polimérficas, encontradas em
todos os vertebrados (KLEIN, 1986) e que no homem sdo denominadas Antigenos
Leucocitarios Humanos (HLA). Este complexo de quatro megabases ¢ localizado no braco
curto do cromossomo 6, mais especificamente na regido 6p21.3 (FIGURA 4 e 5) e contém
mais de 220 genes (ROBINSON er al., 2003) que codificam trés classes de moléculas
(classe I, classe II e classe III), classificadas de acordo com a sua estrutura e fungdo. Uma
grande caracteristica do CPH ¢ o seu extenso polimorfismo, onde um mesmo gene pode
codificar duas ou mais moléculas e cada variante de um gene polimoérfico ¢ denominado
alelo. Um numero cada vez maior desses alelos (GRAFICO 1) tem sido observado, e

segundo o IMGT/HLA o numero total desses alelos ¢ de 1743 (www.anthonynolan.com).

As moléculas de classe I sdo codificadas por genes localizados na regido
HLA- A, B e C, enquanto as de classe II na regido HLA-D, que ¢ dividida em sub-regides
DR, DQ e DP. Na regido da classe II também sao codificadas outras moléculas, como TAP
(proteinas associadas ao transporte de peptideos do citosol para o reticulo endoplasmatico)
(PANNER E CRESSWELL, 1998), LMP (protease multifatorial e heterogénica que possui
atividade catalitica) (ROCK E GOLDERBERG, 1999), DM (moléculas que catalisam a
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ligacdo do peptideo na classe II), DNa, ¢ DO B, (codificam a molécula DO, que ¢ um
regulador negativo para as moléculas DM) (JANEWAY, et al., 2001) e o gene TAPBP -
proteina transmembrana (CRESSWELL, 2000) associada ao mecanismo de processamento

de antigenos (MAYER e KLEIN, 2001).

As moléculas de classe III também fazem parte do CPH e seus genes codificam
proteinas do sitema complememto (C2, C4), o fator B e citocinas

(como o fator de necrose tumoral -a -TNF-a e linfotoxinas).

P
6p21.3
Classe 1
Centr.
Classe III
q Classe II
Figura 4 - Cromossomo 6 (www.ncbi.nlm.nih.gov/mhc)
HLA
" DP DN DM Do 0o DR
—— o e v e ——
ThEEr oo o0 o B LMETARP B P PR a o ]
Classe 11 Classe 111 Classe |

Figura 5 - Organizacao genética do Complexo Principal de Histocompatibilidade (CPH)
Humano (Adaptado e modificado: JANEWAY, 2001,

www.ncbi.nlm.nih.gov/books )
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Gréfico 1 - Numero de antigenos e alelos de classe I e II identificados desde 1968

Adaptado: IMGTA/ HLA http://www.anthonynolan.com

1.2.2 - Estrutura e funcao

As moléculas de classe I (FIGURA 6) sao polipeptidios que consistem em uma
cadeia pesada varidvel (o) transmembrana, ligada a uma molécula B, microglobulina
(pequena proteina extracelular soluvel codificada fora da regido do CPH, no cromossomo
15), chamada de cadeia leve invariante (JONES, 1997). A cadeia o ¢ dividida em trés
dominios extracelulares (al, a2, a3). Os dois dominios aminoterminais (al, 02) ligam
antigenos enddgenos (proteinas virais ou antigenos tumorais) € contém aminoacidos
polimdrficos que sdo reconhecidos pelas células T CD8 +. As moléculas de classe I sdo
expressas na superficie de quase todas as células nucleadas do corpo bem como nas
plaquetas, e sua principal fungdo ¢ apresentar em sua superficie antigenos, que sdo gerados
no citoplasma da propria célula, aos linfocitos T CDS8+ citotoxicos, que por sua vez

eliminam as células infectadas através da liberagao de substancias toxicas.
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Cadeia a

B microglobulina

— Espaco extracelular

Membrana plasmatica

Citosol

Figura 6 - Molécula HLA-classe |
Adaptado: ALBERTS et al., 2002 (www.ncbi.nlm.nih.gov/books)

As moléculas de Classe II (FIGURA 7) compreendem duas cadeias
polipeptidicas contendo dois dominios conservados (02, B2) e dois dominios
aminoterminais polimorficos varidveis (al, Bl1) (JONES, 1997), que ligam antigenos
exdgenos (proteinas que sdo endocitadas, ex: proteinas bacterianas) e sdo reconhecidos
pelas células T CD4+. A expressdo das moléculas de classe II ocorre preferencialmente
sobre células como os linfocitos B, macrofagos, células dendriticas e algumas células
endoteliais e sua funcdo ¢ apresentar antigenos que foram degradados no interior da célula
aos linfocitos T CD4+, especializados em ativar outras células, como macréfagos e

linfécitos B, gerando uma resposta imune ao agente agressor € por vez a sua eliminagao.
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Citosol ~~—~  con coon

Figura 7 - Molécula HLA-classe 11
Adaptado: ALBERTS et al., 2002 (www.ncbi.nlm.nih.gov/books)

1.3 - O POLIMORFISMO DO ANTIGENO HLA-B27

O polimorfismo do HLA-B27 ¢ resultado das mudangas nos éxons 2 e 3, os
quais codificam respectivamente os dominios al e 02, e resultam diferencas em um ou
mais aminoacidos que formam a fenda de ligagdo dos peptideos na molécula HLA-B27
(FIGURA 8). Essas diferengas podem prover a suscetibilidade de certos alelos a EA
(KHAN, 2000).
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Fenda de ligacdo do peptideo

Peptideo

B microglobulina —

Espago extracelular

Menbrana
plasmatica

Citosol ——

HoOOC

FIGURA 8 - Ligacao do peptideo na molécula HLA de classe I
Adaptado: ALBERTS et al., 2002 (www.ncbi.nlm.nih.gov/books)

As areas da fenda na molécula do HLA, que interagem com o peptideo
antigénico, sdo referidas como sitios de ligagdo de antigenos, designadas pelas letras A-F
(JARDETZKY et al., 1991; GARRETT er al., 1989), enquanto que os residuos de
aminoacidos do peptideo que interagem com esses sitios de ligagdao sao chamados residuos
“anchor”, que sdo referidos como PI1-P9, no caso de peptideos com 9 residuos de aa
(MATSUMURA et al., 1992). As variantes das moléculas do HLA-B27 tém diferentes
sitios de ligacdo do antigeno (Anexo 2), e conseqlientemente ligam diferentes grupos de
peptideos que possuem de 9 a 10 residuos de aminoacidos, ¢ os residuos P2 e P9 sdo os
dois principais “anchors” para a ligacao de peptideos ao HLA-B27. Sabe-se que o sitio de
ligagdo B do HLA-B27 ¢ conservado na maioria dos alelos (BUXTON et al., 1992), e que ¢
altamente seletivo para peptideos com arginina na posicdo 2 (P2), sugerindo que o

polimorfismo do HLA-B27, fora do sitio de ligagdo B, pode modular a estrutura de ligagao
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dos peptideos em diferentes alelos (GONZALES-ROCES, et al.,1997). Estudos recentes
indicam que a maioria das diferencas entre os alelos HLA-B27, associados e ndo associados
a EA, esté localizada nos sitios de ligacdo D e F, e que estas diferencas poderiam afetar a
ligacdo de peptideos artritogénicos (ROVERO, er al., 1994; GONZALES-ROCES,
et al.,1997).

Até o momento 25 alelos do HLA-B27 (HLA- B*2701 — B*2725) foram
identificados (BALL e KHAN, 2001) e, recentemente, uma classificacdo em trés grupos foi
proposta para estes alelos, baseada em aspectos estruturais da molécula
(RAMOS ¢ LOPEZ DE CASTRO, 2002) (TABELA 2). A variagdo na seqiiéncia de
aminoacidos na estrutura primaria desses alelos e sua distribui¢do nas diversas populagdes
sugere fortemente que o B*2705 pode ser o alelo ancestral a partir do qual os outros alelos
tenham evoluido (ALVAREZ ¢ LOPEZ DE CASTRO, 2000; KHAN, 2000). Entretanto, a
evolugdo dos alelos B*¥2708, B*2712, B*2716 ¢ B*2723 ainda ndo esta clara. A evolugao
dos alelos a partir do B*2705 (FIGURA 9) parece estar relacionada a eventos de pequena
escala envolvendo mudangas em seguimentos curtos do DNA através de recombinacao
intra alélica ou conversdo génica. Estes eventos sdo considerados os principais mecanismos
de diversificagdo do HLA-B27, entretanto a mutagdo de ponto é também um importante
mecanismo de gera¢do de variabilidade do HLA-B27 (RAMOS ¢ LOPEZ DE CASTRO,
2002 e BLANCO-GELAZ et al, 2001).
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Figura 9 - Hipotese da evolucao dos alelos HLA-B27 a partir do B*2705
Adaptado e modificado: RAMOS e LOPEZ DE CASTRO, 2002.
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Tabela 2 - Classificacao dos alelos do HLA-B27

Inclui os alelos que diferem a partir do B*2705 por uma simples mudanga de
aminoacidos devido a eventos genéticos separados (mutagdo de ponto ou conversao
génica) na seqiiéncia lider (subgrupo 1A), nos dominios al (subgrupo 1B) ¢ a2

(subgrupo 1C)

GRUPO SUBGRUPOS ALELOS
1 1A B*2713
1B B*2703, B*2717
1C B*2709, B*2710
2 2A B*2701, B*2702, B¥27087,

B*27121,B*2716%, B*¥2723

Fazem parte deste grupo os alelos que diferem a partir do B*2705 por multiplas
mudancas de aminoacidos no mesmo dominio, presumidamente devido a eventos
genéticos separados. Alelos que possuem mudangas no dominio: al (subgrupo 2A),

02 (subgrupo 2B)

B B*2707, B*2714, B*2719
3 3A B*2704, B¥2718
3B B*2711
3C B*2706, B*2715, B*2720, B*2721#,

B*2724, B*2725

Neste grupo estfo inclusos os alelos relacionados a outros do que o B*2705 por
eventos genéticos separados, que tenham introduzido um ou mais aminoacidos em
dominios separados. Trés subgrupos fazem parte desses eventos: subgrupo 3A,
consistem em alelos relacionados ao B*2710; subgrupo 3B, consistem em alelos
relacionados ao B*2707; e o subgrupo 3C, consistem em alelos relacionados ao

B*2704.

Classificacdo baseada na relagdo evolucionaria com o B*2705
T A relagdo evolucionaria precisa desses alelos ndo esta clara

# o subtipo B*2721 pode ter evoluido a partir do B*2706

Adaptada e modificada: RAMOS e LOPES DE CASTRO, 2002.



14 - ASSOCIACAO DO ANTIGENO HLA-B27 COM A ESPONDILITE
ANQUILOSANTE

Na populagdo geral, 1 a 2% das pessoas HLA-B27 positivas adultas
desenvolvem EA (OLIVIERI et al., 2002b) e as chances de uma pessoa HLA-B27 negativa
ter a patologia ¢ baixa (GRAN e HUSBY, 1995).

1.4.1 - Prevaléncia da Espondilite Anquilosante

A incidéncia da EA ¢ apontada como sendo 6,3/100 000 habitantes
(KAIPTANEN-SEPPAENEN e AHO, 2000) e sua prevaléncia ¢ variavel, ficando em torno
de 0,1 a 0,9% em populagdes caucasoides (van der LINDEN et al., 1984; BRAUN et al.,
1998); em Asiaticos, varia de 0,01 a 0,4% na China (CHOU et al., 1994; LIU et al., 2000) e
0,01% no Japio (HUKUDA et al, 2001) sendo raramente descrita na Africa
(GONZALEZ-ROCES et al., 1997; BROWN er al., 1997). A prevaléncia da EA esta
associada com a distribuicdo do HLA-B27 (TABELA 3), que ocorre de forma bastante
heterogénea podendo variar desde a auséncia desse antigeno, observado em tribos indigenas
da América do Sul (CAVALLI-SFORZA et al., 1994), até altas freqiiéncias encontradas em
Chukotkas (40% esquim6s e 30% chukchi), nativos da Sibéria, na Russia
(KRYLOV et al, 1995). Sabe-se que a freqiiéncia deste antigeno em populacdes
caucasoides Européias varia de 2 a 18% (KHAN, 1995), e de 80 a 95% dos pacientes
caucasdides com EA (REVEILLE, 1998). Ja em outras populacdes, como os africanos de
origem nao miscigenada, este antigeno ¢ extremamente infreqiiente (KHAN, 1995). Porém
um estudo realizado em individuos da etnia Fula em Gambia, oeste da Africa, foi observada
uma prevaléncia de 6% na populagdo normal e nenhum caso de EA, sugerindo um fator
protetor ndo HLA-B27, reduzindo a prevaléncia desta patologia nessa populagdo
(BROWN et al., 1997a). No Japdo a prevaléncia da EA é a mais baixa ¢ o HLA-B27
aparece numa freqiiéncia menor que 1% na populagdo normal (HUKUDA et al., 2001) e
em 83% dos pacientes (YAMAGUCHI et al., 1995). Em populagdes miscigenadas como no
México o HLA-B27 estd presente numa freqiiéncia de 2 a 5% na populagdo normal,

enquanto que em  pacientes com EA varia de 68 a @ 80%
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(OROZCO-MEDINA, & VASQUEZ-ESCOBOSA, 1981; FRAGA et al, 1979;
ARELLANO et al.,1984); na Venezuela e no Brasil a freqiiéncia HLA-B27 em pacientes
com EA é observada em 33,3% e 78,2% respectivamente
(RIVERA et al,. 1996, SAMPAIO-BARROS et al, 2001). Em Afro-Americanos 2%
possuem o HLA-B27, e aproximadamente 50% dos pacientes negros sdo positivos para o
HLA-B27 (KHAN et al., 1997; OLIVIERI et al., 2002b).

Tabela 3 - Prevaléncia da Espondilite Anquilosante de acordo com a freqiiéncia do

HLA-B27 em algumas populagdes

Populacgoes Prevaléncia da EA HLA-B27 na populaciao normal HLA-B27 na EA
% % %
Caucasoides 0,1a0,9 2-18 80a95
Chineses 0,01a0,4 8 95
Japoneses 0,01 <1 83
Africanas Baixa Infreqiiente ?
Meéxico ? 2a5 68 a 80
Venezuela ? ? 333
Brasil ? ? 78,2
Afro-Americanas Baixa 2 50

Tabela adaptada a partir do texto acima descrito

1.4.2 - Hipéteses Patogénicas

Muitos estudos tém demonstrado uma forte associagdo do HLA-B27 com a EA
e algumas hipoteses tém sido propostas para explicar o envolvimento de certos alelos do
HLA-B27 com esta patologia. A cléssica teoria do peptideo artritogénico (FIGURA 10)
prediz que alguns peptideos proprios apresentados pelo HLA-B27 podem mostrar mimica
molecular por componentes antigénicos de microrganismos como, peptideos bacterianos e
virais. (EBRINGER ¢ WILSON, 2000; RAMOS e LOPEZ de CASTRO, 2002). Um estudo
recente identificou um peptideo préprio com alta homologia com epitopo derivado do virus
Epstein-Barr, restrito ao HLA-B27. Este estudo observou que os linfocitos T citotoxicos
sdao ativados por este peptideo a partir de individuos B*2705, mas nao por individuos
B*2709 (FIORILLO et al., 2000). Uma variante desta hipotese propde que a apresentacdo
de peptideos proprios, derivados a partir da propria molécula do HLA-B27 com homologia

para proteinas bacterianas, podem ser apresentados como ligantes naturais pelo proprio
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HLA-B27, sendo assim responsaveis pela auto-imunidade seguida da infeccdo bacteriana
(SCOFIELD et al., 1995). Sabe-se que ligantes naturais dos alelos B*2702, B*2704 e
B*2705, mas ndo detectados nos alelos B*¥2706 ¢ B*2709, possuem uma alta homologia
com seqiiéncias de proteinas a partir de Chlamydia e outras bactérias artritogénicas
(ALVAREZ et al., 2001; RAMOS et al., 2002). Uma outra hipdtese sugere que células
carregando alelos do HLA-B27 associados a EA exibem um alto grau de dissociagdo da
B microglobulina a partir do complexo peptideo das moléculas do HLA-B27 expressadas na
superficie, em relacdo aquelas expressando alelos ndo associados como o B*2706 ou
B*2709. A conseqiliéncia seria o acimulo das moléculas f microglobulina na sinovia,
formando depositos de amildides ou interagindo com fibroblastos sinoviais, induzindo a
sintese e secrecdo de proteinas, e envolvendo a destruicdo do tecido

(UCHANSKA-ZIEGLER e ZIEGLER, 2003).

Captura de
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e bacterianos
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Figura 10 - Hip6tese do peptideo artritogénico
(Adaptado e modificado: RAMOS e LOPEZ DE CASTRO, 2003)
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1.4.3 - Associacao dos alelos

A distribui¢do dos alelos do HLA-B27 no mundo ocorre de acordo com o grupo
étnico predominante (TABELA 4), e as associacdes desses alelos na EA e nas ESN sdo
observadas de forma prevalente ou esporadica entre as diversas ragas (TABELA 5 e 6).
Cada alelo do HLA-B27 ¢ considerado associado positivamente a EA, se, no minimo, um
paciente na populagdo tiver sido relatado, enquanto a associagdo negativa deve ser

sustentada por algum nivel de significancia estatistica (GONZALEZ-ROCES et al., 1997).

1.4.3.1 - Alelos associados

HLA-B*2702: a associagdo deste alelo na EA ¢ observada em populagdes
caucasoides, e de forma prevalente na Franca, Sardenha e entre judeus
(GONZALEZ-ROCES et al., 1997; GUIES-SABATIER et al., 2000; D’AMATO et al.,
1995). Relatos deste alelo de forma esporadica em outras popula¢des normais e com EA
tém sido descritos na India (LOPEZ-LARREA et al., 1995b), na China, no oeste da Africa
(Senegal), e na Africa do Sul (Hottentot) (GONZALEZ-ROCES et al., 1997).

HLA-B*2704: alelo associado a EA de forma predominante em populagdes
asiaticas (GONZALEZ-ROCES et al., 1997; NASUTION et al., 1997; REN et al., 1997;
YAMAGUCHI et al, 1996), mas também tem sido observado em pacientes com EA entre
judeus (GONZALEZ-ROCES et al., 1997), croatas (GRUBIC et al., 2001) e mesti¢os do
Meéxico (LOPEZ-LARREA et al., 1995a). Sugere-se que a origem étnica deste alelo possa
ter sido na populagio chinesa e que depois foi expandido para o leste e sul da Asia
(BLANCO-GELAZ et al., 2001). Esta hipdtese ¢ reforcada por evidéncias genéticas e
lingiiisticas as quais sustentam que, aproximadamente entre 4.000 e 5.000 anos a.C., uma
rapida migracdo para o leste existiu ao sul da China, culminando na colonizacdo da

Polinésia e da Nova Guiné (SU et al., 2000).

HLA-B*2705: este alelo ¢ subdividido em B*27052, B*27053 ¢ B*27054 por
uma simples substituicdo de nucleotideos, porém expressam a mesma molécula do

HLA-B27 na superficie da célula (REVEILLE et al., 2001; MASON e PARHAM, 1998,
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KHAN e BALL, 2002). Na populacao normal, e também naquela com EA, ¢ o alelo mais
comumente encontrado, sendo que a sua freqiiéncia varia entre as populagdes HLA-B27
positivas. A sua maior freqiiéncia (99%) ¢ observada na América do Norte e no leste da
Sibéria (KHAN, 2002; LAU et al., 1998; BLANCO-GELAZ, 2001). Este alelo, de acordo
com alguns estudos, pode ser o ancestral a partir do qual os outros alelos evoluiram
(ALVAREZ e LOPEZ DE CASTRO, 2000; KHAN, 2000), explicando assim sua ampla

distribuicao no mundo.

HLA-B*2707: a associacdo deste alelo a EA ¢ observada predominantemente
em populagdes asiaticas (LOPEZ-LARREA et al., 1995b; NASUTION er al., 1997;
GONZALEZ-ROCES et al., 1997).

1.4.3.2 - Alelos associados de formas esporadicas

HLA-B*2701: alelo muito raro que at¢é o momento foi encontrado em
populagdes caucasoides, em um individuo saudavel (CHOO et al., 1986) e em trés

individuos com EA (MacLean, 1992; GRUBIC et al., 2001; UEHARA et al., 2001).

HLA-B*2703: alelo predominante em populagdes africanas
(HILL et al., 1991; GONZALEZ-ROCES et al., 1997; BROWN er al., 1997), porém tem
sido observado de forma esporadica em afro-americanos (KHAN, 1998), em caucasoides
nos Agores (ARMAS, 2001), na Tunisia (GONZALEZ-ROCES et al., 1997) e no norte da
Espanha (GONZALEZ et al., 2002). Na EA ha relatos deste alelo em pacientes no Senegal,
onde 25% dos pacientes com EA apresentaram o B*2703, conferindo a este alelo uma

associagdo com a patogénese nesta populagdo (GONZALEZ-ROCES et al., 1997).

HLA-B*2706: presente em uma alta freqiiéncia em populacdes normais
asiaticas, como na Tailandia e em nativos e chineses da Indonésia
(LOPEZ-LARREA et al., 1995b; NASUTION et al., 1997; CHEN et al., 2002), havendo
apenas dois pacientes com EA descritos na China com este alelo, sugerindo que o B*2706
pode ter um papel protetor ou uma associagdo negativa com relacdo a EA nesta populagao

(GONZALEZ-ROCES et al., 1997). No entanto, o estudo de duas familias de origem
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miscigenada (chinesa/indonésia), onde alguns membros possuem ambos os alelos
(B*2704 e B*2706), mostrou que os heterozigotos foram diagnosticados como ESN,
levando a concluir que o B*2706 na presenga do B*2704 ndo teria um papel protetor,
possivelmente porque o B*2704 apresenta peptideos artritogénicos e a atividade da doenca

nao ¢ influenciada pelo B*2706 (SUDARSONO et al., 1999).

HLA-B*2708: este alelo tem sido descrito de forma esporaddica em algumas
populagdes caucasdides, como em dois individuos normais na populacdo britanica
(BROWN et al, 1996) e em dois casos de pacientes com artrite psoriasica
(GONSALEZ, et al, 2002) e em um individuo normais na Espanha
(FERNANDEZ-SUEIRO, 2001) Nos Acores, em uma familia que apresentava nove
membros com o B*2708, quatro desenvolveram EA (ARMAS, 2001). De forma
surpreendente, um estudo recente na India Ocidental descreveu este alelo em 12% da
populacao saudavel (SHANKARKUMAR et al., 2002). A ligacdo deste alelo com a artrite
psoridsica levanta uma questao importante, a de que o B*2708 ¢ o tinico alelo conhecido
que possui uma ligacdo de desequilibrio com o Cw6, fazendo com que individuos com este
alelo possam carregar no mesmo cromossomo genes para a suscetibilidade a artrite
psoriasica. Resta saber se o B*2708 pode influenciar esta suscetibilidade independente do

Cw6 (GONSALEZ et al., 2002).

HLA-B*2713: ¢é considerado extremamente raro no mundo, ¢ foi observado
apenas em uma familia normal no norte da Espanha (GONZALEZ et al., 2002) e associado
a EA em um paciente na populagdo brasileira (UEHARA, 2001).

HLA-B*2714: encontrado de forma esporadica em algumas populagdes, como
individuos normais na América do Norte (FELDMAN et al, 2002), na Sibéria
(GARCIA-FERNANDEZ et al., 2001) e na india Ocidental
(SHANKARKUMAR et al., 2002), sendo nas duas ultimas, associado a EA. Esta
observagao refor¢ca a postulagdo de que os nativos da América do Norte tenham como
ancestrais siberianos de regides centrais e do norte (SAILLARD et al., 2000;
CRAWFORD, 1998; GARCIA-FERNANDE-Z et al., 2001).
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HLA-B*2715: este alelo foi observado na Asia em um individuo normal e
associado a EA em dois pacientes de procedéncia tailandesa (GARCIA-FERNANDEZ
etal.,2001; VOORTER et al., 2002).

HLA-B*2719: alelo descrito na literatura em apenas um paciente libanés com

EA (TAMOUZA et al., 2001).

Os alelos HLA-B*2709 e B*2710 nao estdo associados a EA, porém sdo
observados em outras ESN. O B*2709 foi associado as espondiloartropatias indiferenciadas
em quatro individuos na Italia continental (OLIVIERI et al., 2000; OLIVIERI et al., 2002a
¢ MARCHIONNI et al., 1999) (TABELA 6) e observado em 25% de individuos normais na
Sardenha, mas em nenhum paciente com EA, sugerindo fortemente que este alelo tenha
uma  associagdo  negativa com a referida patologia nesta  populacdo
(D’AMATO et al., 1995). Outros estudos realizados em pacientes com EA na Sardenha e
na Italia continental confirmam a ndo associagdo do B*2709 com esta patologia
(MATHIEU e SORRENTINO, 2003). A associagcio do alelo B*2709 na
espondiloartropatias indiferenciadas ndo foi observada em um estudo recente realizado
numa amostra da populacdo brasileira (SAMPAIO-BARROS et al, 2003). O B*2710 ¢ um
alelo muito raro, observado em uma familia norte-americana caucasdide, com ESN

(TAUROG, 1998).

1.4.3.3 - Alelos nao associados

HLA-B*2711, B*2718 e B*2720: sdo alelos encontrados de forma rara em
individuos normais de origem asiatica. Foram observados em uma mulher no Japao
(HASEGAWA et al, 1997), em um individuo de descendéncia Chinesa
(FELDMAN et al, 2002) e em um homem na Coréia, respectivamente

(IMGTA/ HLA http://www.anthonynolan.com ).

HLA-B*2712: observado em duas familias normais, uma na Espanha e outra na
Inglaterra (BALAS et al., 1998; HEMMATPOUR et al., 1998) e em um doador da América
do Norte (IMGTA/ HLA http://www.anthonynolan.com ). Este antigeno reage com
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aloantisoros para o B40/B60 e, segundo Hemmatpour, a associacao secundaria observada
entre EA e B60 em individuos B27 positivos e negativos (BROWN et al., 1996), em
estudos onde a tipificagdo molecular ndo foi padronizada, pode mascarar a presenca deste

alelo (HEMMATPOUR et al., 1998).

HLA-B*2723: identificado primeiramente numa 5° geracdo caucasoide
australiana com descendéncia judaica (DIVINEY et al., 2000; MASCH, 2001) e depois em
trés familias no Pais de Gales (DARKE et al., 2002).

Os alelos, B*2716, B*2717 e B*2721 sdo observados de forma rara em
populagdes normais caucasdides (STEINER et al., 2001; VOORTER et al., 2002;
GANS et al., 2002), enquanto os alelos B*2724 e B*2725 at¢ o momento ndo estdo
associados a uma origem étnica especifica (IMGT/HLA http://www.anthonynolan.com). O
alelo B*2722 foi deletado oficialmente pela Organizagdo Mundial de Saude em 02 de abril
de 2002. O motivo alegado foi que a célula de referéncia mostrou a mesma seqiiéncia do

HLA-B*2706.

Considerando que a populacdo brasileira possui um grande polimorfismo
(LOUZADA et al, 2001; BRAUN-PRADO et al, 2000; ALVES-SILVA et al, 2000) a
pesquisa dos alelos do HLA-B27 em nossa populagdo normal e com EA podem trazer
grandes contribui¢des, com relacdo a freqiiéncia dos alelos HLA-B27 relacionados a EA,

bem como dos alelos associados de forma negativa ou esporadica nas diversas populagdes.

Tabela 4 - Distribui¢dao dos alelos HLA-B27 de acordo com o grupo étnico predominante

na populacao geral

Alelos Grupo étnico Predominante
B*2701; B*2702; B*2708; B*2709; B*2710; B*2712;
B*2713; B*2716; B*2717;, B*2719; B*2720; B2721; Caucasoéides
B*2723
B*2703 Negros
B*2705 Todas as populagdes
B*2704; B*2706; B*2707; B*2711; B*2715; B*2718 Asiaticas
B*2714 Asiaticas e Nativos da América do Norte
B*2724 ¢ B*2725 Nao conhecido
B*2722 Deletado

Tabela adaptada a partir do texto acima descrito
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Tabela 5 - Distribuicao dos alelos do HLA-B27 na populagdao normal e com EA

India Chineses Tailandia Singapora Sibéria Senegal Gambia Argéria Tunisia Judeus
Lopez-Larrea Gonzalez-Roces Lopez-Larrea Renetal, Gonzalez RocesGonzalez Roces (Fula) Gonzalez Roces Gonzalez Roces Gonzalez Roces et al, 1997
et al,1995b et al, 1997 et al, 1995b 1997 et al, 1997 etal, 1997 Brownetal; 1997 et al, 1997 et al, 1997
N=45 N=153 N=45 N=50 N=66 N=12 N=0 N=21 N=12 N=26
EA EA EA EA EA EA EA EA EA
B*2701 o o o o o o o o o
B*2702 1 (2%) 2 (4%) . o 7 (11%) 1 (8%) 11(52%) 5(41%) 16 (61%)
B*2703 o o o o o 3(25%) o o _
B*2704 18 (41%) 31 (58%) 41 (91%) 21 (96%) o o o . 1 (4%)
B*2705 23(51%) 16 (30%) 2 (4.5%) 9 (4%) 59 (89%) 8 (67%) 10(48%) 7 (59%) 9(35)
B*2706 o 2 (4%) o o o o o o o
B*2707 3 (6%) 2 (4%) 2 (4.5%) o o o o o o
B*2708 o o o o o o o o o
B*2709 o o o o o o o o o
B*2713 o o o o o o o o o
Controles N=17 N=26 N=17 N=45 N=40 N=3 N=25 N=0 N=4 N=9
Normais
B*2701 o o - o o o o o _
B*2702 o o o o 8 (20%) o o 2 (50%) 3 (33.3%)
B*2703 o o o o o o 8 (32%) *1(25%) _
B*2704 7 (41%) 21 (81%) 8 (47%) 40 (89%) o o o o o
B*2705 9 (53%) 5(19%) 1 (6%) 1 (2%) 32 (80%) 3 (100%) 17 (68%) 1 (25%) 3(33.3%)
B*2706 o o 8 (47%) 4 (9%) o o . . o
B*2707 1 (6%) o - o o o - o 3(33.3%)
B*2708 o o . o o o . o o
B*2709

B*2713




Croacia Holanda Galicia Sardenha Espanha Sul da Franca Gra Bretanha Venezuela/Colombia México/Mesticos Brasil
Grubic et al; Breur  Fernandez-Suiero D’Amato et al, Fraile et al, Guis-Sabatier et al, Brown et al, Mulatos Lopez-Larrea et al, Uehara
2001 Vriesendorp 2001 1995 1998 2000 1996 Gonzales-Roces et al; 1997 1995a 2001
et al, 1987 g
Pacientes N=45 N=91 N=100 N=35 N=52 N=19 N=172 N=47 N=64 N=46
EA EA EA EA EA EA EA EA EA EA
B*2701 1(2.1%) o o o o o o o 1(2,1%)
B*2702 6 (12.5%) 6 (7%) 12 (12%) 35(100) 4(7,7) 14 (74%) 3(1,7%) 9 (19%) 3 (4.7%) 4 (8,9%)
B*2703 o o o o o o _ o _ o
B*2704 1(2.1%) o o o o o o - 1 (1.5%) o
B*2705  37(83.3%)  85(93%) 88 (88%) o 48 (92,3) 5(28%) 169 (98,3%) 38 (81%) 60 (93.8%) 40 (86,9%)
B*2706 o - o o o o o o o o
B*2707 o o o o o o o o o o
B*2708 o o o o o o _ o _ _
B*2709 o o o o o o _ o _ _
B*2713 o o o o o o o - o 1(2,1%)
Controles N=37 N=70 N=39 N=40 N=35 N=38 N=154 N=9 N=8 N=0
normais
B*2701 - — — - — - - — -
B*2702 9(23.7%) 7 (10%) 7 (17%) 30(75) 7 (20) 8 (21%) 5(3.3%) 1 (11%) 2 (25%)
B*2703 o o o o o o o o o
B*2704 o o o o o o o o o
B*2705  28(73.7%) 63 (90%) 31 (79%) o 27(77.1) 30 (79%) 147 (95.4%) 8 (89%) 6 (75%)
B*2706 o o o o o o o o o
B*2707 o o o _ 1(2.9) o o o o
B*2708 _ o 1(2,5%) o o o 2 (1.3%) o o
B*2709 o o o 10(25) o o o o
B*2713

** Pacientes e controles descendentes da Espanha e Norte da Africa



Tabela 6 - Distribuicao dos alelos do HLA-B27 na populagdao normal e nas ESN

Nativos da Chineses da Japao Sul da Italia Norte da Espanha Portugal/
Indonésia Indonésia Yamaguchi et al, Olivieri et al, 2002a Gonsalez et al, 2002 Asores
Nasution et al, 1997 Nasution et al, 1997 1996 Armas, 2001
N=8 N=23 N=21 N=47 N=150 N=32
ESN ESN ESN ESN ESN ESN
B*2701 . . . . . .
B*2702 . . o 8 (17%) 8 (5.3%) 1 (3.1%)
B*2703 o o o o 1 (0.6%) .
B*2704 2 (25%) 21 (91%) 14 (67%) . L L
B*2705 6 (75%) L 7 (33%) 35 (74.4%) 138 (92%) 30 (94%)
B*2706 o o o o o o
B*2707 . 2 (9%) o 2 (4.2%) 1 (0.6%) .
B*2708 . . . L 2 (1.5%) 1 (3.1%)
B*2709 . . . 2 (4.2%) .
B*2713 . . . . . o
Controles N=18 N=8 N=11 N=26 N=97 N=14
Normais
B*2701 L L L L L L
B*2702 . L L 10 (38%) 7 (7%) -
B*2703 L L L L L 1(7.1%)
B*2704 1 (5.5%) 3(37.5) 9(82%) . . o
B*2705 1 (5.5%) . 2 (18%) 13 (50%) 88 (91%) 12 (85,8%)
B*2706 16 (89%) 5(62.5) o o . .
B*2707 . . . 1 (3.8%) 1 (1%) 1(7.1)
B*2708 . . . . . .
B*2709 o L L 2 (7.2%) - L
B*2713 . L L L 1 (1%)

___Na&o observado
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1.

Identificar os alelos do HLA-B27 em uma amostra da populagdo brasileira
de pacientes com espondilite anquilosante e controles sadios, HLA-B27

positivos.

Determinar as freqii€ncias desses alelos no grupo de pacientes com
espondilite anquilosante e compara-las com as freqiiéncias observadas no

grupo de controles sadios.

Comparar as freqii€ncias dos alelos do HLA-B27 determinadas na casuistica

com as freqiiéncias observadas nas diversas populacdes mundiais.

Identificar a existéncia de histérico familial de EA no grupo de pacientes e
correlacionar com as freqii€ncias dos alelos do HLA-B27 na amostra da

populacdo estudada.

Correlacionar os sintomas iniciais € manifestagdes clinicas com as

freqiiéncias dos alelos do HLA-B27.
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3.1 - PACIENTES

Foram avaliados, prospectivamente, 108 pacientes com diagndstico de EA
HLA-B27 positivos segundo os critérios modificados de New  York
(van der LINDEN et al., 1984), e atendidos no ambulatério de Reumatologia do Hospital
das Clinicas da Universidade Estadual de Campinas, no periodo de 1998 a 2002. Todos os
pacientes sdo provenientes de varias partes do interior do Estado de Sdo Paulo, onde a
populacdo é composta de caucasdides (populacdo branca de origem portuguesa, italiana
e/ou espanhola), afro-brasileiros (incluindo negros de origem ndo miscigenada e mulatos,

resultantes da miscigenacdo de populacdes brancas e negras) e asidticos (origem japonesa).

Os pacientes selecionados apresentavam avaliacdo clinica e radioldgica
completas. A avaliacdo clinica incluiu a pesquisa dos sintomas iniciais, envolvimento axial
e extra-axial, entesopatias do calcaneo e manifestagdes extra-articulares
(uveite anterior aguda, envolvimentos cardiovasculares, pulmonares, renais e ou
neurol6gico). Envolvimento axial foi considerado quando dor inflamatdria lombar, toracica
e ou cervical estavam presentes (CALIN ez al., 1977). O envolvimento extra-axial incluiu a
presenca de artrite em articulagdes periféricas e/ou de cinturdes. Entesopatia envolveu a
presenca de dor inflamatéria no tenddo de Aquiles e/ou féscia plantar. Manifestacoes
extra-articulares incluiram a presenca de uveite anterior aguda
(relatadas pelos pacientes e descritas nas suas pastas). Historia familial de EA foi

estabelecida baseada nas informacdes dos pacientes na avaliagdo inicial.

Avaliacdo radioldgica incluiu a pesquisa do acometimento das sacroliacas e
toda a coluna vertebral. A interpretacdo radiografica da bacia foi feita de acordo com as
recomendacoes da New York Conference for Population Studies
(BENNETT e BURCH, 1968) e a avaliacdo radioldgica da coluna vertebral incluiu a
preenca de sindesmofitos isolados bem como o aspecto de coluna em bambu

(RESNICK e NIWAYAMA, 1995).
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3.2 - CONTROLES

O grupo-controle foi composto de 111 individuos normais HLA-B27 positivos.
Estes individuos foram recrutados a partir de doadores sauddveis de sangue e Orgdos
sOlidos ou doadores de transplante de células primdrias hematopoiéticas, atendidos no
Laboratério de Imunologia Molecular da Universidade Estadual de Sao Paulo em Ribeirdo
Preto e no Laboratério de Imunogenética de Transplantes do Departamento de Patologia

Clinica da FCM-Unicamp.
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4.1 - EXTRACAO DO DNA
4.1.1 - Obtencao dos leucocitos

A partir de Sml de sangue periférico, colhido em frasco de vacutainer, com
EDTA 15% como anticoagulante, foi realizada a lise das hemadcias para a obtencdo dos

leucdcitos das amostras da casuistica.

As amostras de sangue foram centrifugadas a 1.800 rpm, por 10 minutos.
Depois, o plasma foi descartado e as hemécias lisadas com uma mistura de uma solucao
1:10 de cloreto de amdénio NH4CI (0,144M) e bicarbonato de aménio NHsHCO3 (0,01M),
por 20 minutos em repouso a temperatura ambiente. Na etapa seguinte, as amostras foram
centrifugadas a 3600 rpm, por 15 minutos, sendo depois descartado o sobrenadante. O
processo de lise foi repetido até que se obtivesse um “pellet” de leucdcitos livres de

hemacias.

4.1.2 - Lise dos leucocitos e precipitacao do DNA

Ao “pellet” de leucocitos, foram adicionados I1ml de DNAzol™
(Gibco BRL, Invitrogem). As amostras contendo o DNAzol ™ foram mantidos por 3
horas em repouso a temperatura ambiente, acrescentado 1ml de etanol absoluto gelado para
a precipitacdo do DNA, que foi retirado com a ajuda de uma pipeta Pasteur e colocado em
um eppendorf contendo 300ul de etanol 70% gelado. As amostras foram entdo
centrifugadas a 14.000 rpm por 1 minuto e o sobrenadante descartado. Para a diluicdo do
DNA foi utilizado de 150 a 300ul de agua destilada estéril, de acordo com o “pellet” de
DNA obtido. Em seguida as amostras foram incubadas a 37°C overnight para a sua
solubilizagio. A quantificagio do DNA foi realizada pelo High DNA Mass™ Ladder
(Gibco BRL, Invitrogen), um marcador de massa molecular baseado na comparacio da
intensidade da banda da amostra de DNA teste com a intensidade das bandas do marcador.

As amostras foram entdo estocadas a -20° C para posterior genotipagem.
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4.2 - GENOTIPAGEM DOS ALELOS DO HLA-B27

4.2.1 - Reacao em cadeia da polimerase por seqiiéncias especificas de “primers”

HLA-B27 (PCR-SSP-HLA-B27) de alta resolucao (FIGURA 11).

A genotipagem do HLA-B27 foi realizada através da técnica de amplificagdo
pela reacdo em cadeia da polimerase, utilizando seqiiéncias especificas de primers
(PCR-SSP HLA-B27 alta resolucdo — HLA-B*2701 - B*2721, DYNAL, Biotech Ltd.,
UK). Para cada amostra de DNA dos pacientes e controles HLA-B27 positivos, foram
realizados os seguintes procedimentos: em placas de 16 “wells” contendo “primers”
liofilizados (um par de “primers” do gene do crescimento humano de seqiiéncia nao alélica
como controle interno da reagdo, e um par de “primers” especificos do HLA B27) foi
adicionado 10 u/ de uma solu¢do contendo: tampao PCR, glicerol 5%, nucleotideos dCTP,
dGTP, dATP, dTTP, vermelho «cresol, 34.5 wul da amostra do DNA
(~50ng/ul) e 1,44ul de Tag DNA Polymerase (GIBCO-BRL, Invitrogen). Em seguida, a
amplificacdo da PCR foi realizada em um Termociclador (Progénie), num total 30 ciclos
com desnaturagao inicial a 96°C durante dois minutos, seguida dos 10 primeiros ciclos com
desnaturacdo a 96°C, por 10 segundos, pareamento e extensdo a 65°C, por 60 segundos e
apds 20 ciclos com desnaturagdo a 96°C, por 10 segundos, anelamento a 61°C, por 50

segundos e extensao a 72°C, por 30 segundos (OLERUP 1994)
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10ul de uma solucdo contendo: tampao PCR, dNTP’s, glicerol,
vermelho cresol, a amostra do DNA do paciente (50ng/ul) e
1,44ul de Tag DNA polimerase (Gibco BRL, Invitrogen)

OO0OO0OOOO0
O0O0OO00OOOO

Figura 11 - Esquema da PCR-SSP-HLA-B27

4.2.2 - Deteccao dos Produtos Amplificados pela PCR.
Apos a reacao de amplificacao, 4ul do produto da PCR de cada “well” da placa,

foram aplicados em uma cuba de eletroforese horizontal contendo gel de agarose 2%
corado com brometo de etideo. Apos 30 minutos de corrida, os produtos da PCR foram
visualizados sob iluminagao ultravioleta e o gel fotografado utilizando o sistema Polaroid,

para documentacao e posterior analise dos resultados.

4.2.3 - Analise dos Resultados

Através de uma tabela (TABELA 7) e um “software” fornecidos pelo Kit
Dynal foram realizadas as interpretagcdes dos produtos obtidos pela reacdo em cadeia da
polimerase, identificando os alelos do antigeno HLA-B27 (HLA-B*2701-B*2721),
presentes nas amostras de DNA dos pacientes e controles. Na tabela 6 a interpretacdo da

genotipagem dos alelos do HLA-B27 ¢ realizada comparando os produtos amplificados na

PCR dos tubos 1 ao 16.
4.3 - METODO ESTATISTICO
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A freqliéncia dos alelos observada em pacientes e controles foi comparada
através da aplicacdo do teste exato de Fisher para verificar a relacdo entre alelos e variaveis
categdricas. Os p valores foram considerados significativos < 0,05; foi considerada

tendéncia estatistica quando 0,1 > p > 0,05.
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TABELA 7 - Metodologia utilizada para interpretar os resultados da Reacao em Cadeia da
Polimerase dos alelos HLA-B27.

INTERPRETATION TABLE
Dynal AliSet'™ SSP

Bl il smm o by sdiom e
HLA-B27 “high resolution

THIS INTERPRETATION TABLE IS VALID FOR BATCH NO. G329 / PRIMER LOT NO. 069-x

Tube No. 112i3!/4!5:6:7 8|9 1071171213 14 15 | 16 [Tube No.
Approx. length | 410 | 410 | 120 395 [ 395 | 415 410 95 [205 90 | 95 | 100 | 375 445 90 | 120 |Approx length
of I ] i | i ! | ! i of
PCR Product | | ! i i ! | ! i i PCR Product
6'primer(s)1 [2921 72 {167 72 [ 72 | 72 | 72 | 363 | 363 | 363 | 363 | 363 | 72 | 14 1357 | 167 |5 primer(s)]
CTT|GCT|{GCT GCT|GCT|GCT|GCT | AAT | AAT | AAT [AGC AAT |GCT|GGAITGGIGCT
3'primer(s)1 | 418 300 | 247 | 301 : 301 | 317 | 317 418 527 409 418 | 418 282 301 418 248 |3 primer(s)]
GTC ATC ATG GTC|GCT/GGACGC GTC CCT ATA GTA|GTGGTG GTC|GTC AAA
Lo 301 i _ [ i
; GCT A N A |
Tube No 1121 314{5 678|911 [12]13]14 ! 15 | 16 [Tube No.
B*2701 + + - == ; B*2701
B*2702 + v i [ 1 i | B*2702
B*2703 Pk + - : B*2703
B*2704 [ P+ |+ + 1+ | . B*2704
Br27052 | Loy + - B*27052
B*27053 [+ p ¥ . B*27053
B*27054 | + ; 18_*27054
B*2706 : ! ]+ R i _ B*2706
B*2707 A e e + , B*2707
B'2708 [ ] + + 1+ i | B*2708
B*2708 + + o e B*2709
B*2710 T ¥ iow | | B*2710
B2711 , i : + , P [Brarnt
B-2712 + | + |+ L+ . B*2712
B'2713 i + P + i - B*2713
B*2714 i + + S . B*2714
B*2715° S + o+ oot | : B*2715°
B*2716 { “ B . + B*2716
B'2717 : ! i P + i 4 |Br2717
B*2718 : + | + 1+ s + | B*2718
B*2719 + + B*2719
B*2720 + + + B*2720
B*2721 i + B*2721
B*07021 LT 1 : | + B*07021
B*07022 i i EL B*07022
B*07023 I [+ B*07023
B*0703 o=y + B*0703
B 0704 Ef + B*0704
B*0705 ! == + B*0705
B*0706 - [ 1 + B*0706
B*0708 | fosas , s B*0708
B*0710 - [ 3 + B*0710
B*0713 + B*0713
B*0715 | i 1 B*0715
Tube No. 1]2 314 5 6788 10[11712[13]14 15 16 [TubeNo
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Tubs No. 11 | 16 [Tube No.
B*0716 ot - |B*0716
B*0719 + B*0719
B*0720 ) B*0720
B*0722 + B*0722
B*0801 % B*0801
B*0802 + lB*oaoz
B*0803 + B*0803
B*0804 + B*0804
B*0805 ¥ B*0805
B*0806 + B*0806
B*0807 - + B*0807
B*0808N + B*0808N
B*0810 : + B*0810
B*0811 f + B*0811
B*1537 : - |B*1537
B*1545 B*1545
B*1801 + + ¥ |B*1801
B*1802 + . - B*1802
B*1803 * + e B*1803
B*1806 + + + B*1806
B*3522 B'3522
B*3531 B*3531
B*3701 + B*3701
B"3702 + + B*3702
B*3703N + B*3703N
B*3914 B*3914
B*4002 + + ¥ - |B*4002
B*4003 + + + B*4003
B*4004 + + + B*4004
B*4005 + B + B*4005
B*4006 ' + 28 + B4006
B*4008 i + + + + B*4008
B*4009 + B*4009
B*4013 + - B*4013
B*4015 + B*4015
B*4016 + B*4016
B'4018 + B*4018
B*4019 + B*4019
[B*4024 + B*4024
B*4029 . B*4029
B*4031 : + B*4031
B*4032 ‘ i IE*4032
B*4102 i - [B*4102
B*4104 + B*4104
B*4201 + B*4201
Tube No. 1 Tube No




Tube No 112:3/4/5[6[718[9 1011 ]12]13]14] 15 16 [Tube No,
64202 T ] | r BT —Fa
64420 ' i 1 |[paa0
B*4701 s TR | % B*4701
B*4702 sl + B*4702
B*4703 _ + L+ | + I |B*4703
B*4801 ¥ 84801
B*4804 + | B*4804
B*4805 * B*4805
B*4806 v B*4806
B*5504 + B*5504
B*8101 + | B*8101
B*8202 + ¥ i B*8202
B*8301 i + + i [ B*8301
Cw*0305 : + . I Cw*0305
Cw*0705 ! i |+ | Cw*0705
Tube No. 112734 /5]86{7|8!8710]11]1213]14] 15 16 [Tube No,
NOTAS:

J4

Quando a seqiiéncia do nucleotideo ndo ¢ conhecida este assume que a

seqiiéncia ¢ conservada dentro dos grupos alélicos.

1 — O codigo do final 3° do “primer”. O numero dado ¢ a posicdo do

nucleotideo.

2 — A seqiiéncia de nucleotideo do alelo B*¥2715 nao esta ainda restabelecida a

partir dos dados do “GenBank ou pela “Basic Research in Molecular Biology” (EMBL).
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5-RESULTADOS
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A casuistica foi composta de 108 pacientes (94 homens 14 mulheres) e 111
controles saudaveis (68 homens e 43 mulheres), onde foram observados os seguintes
subtipos: B*2702 (FIGURA 12), B*2703 (FIGURA 13), B*2704 (FIGURA 14), B*2705
(FIGURA 15), B*2707 (FIGURA 16) e B*2713 (FIGURA 17).

5.1 - Distribuicao dos alelos do antigeno HLLA-B27 no grupo de pacientes e controles

(TABELA 8; GRAFICO 2)
5.1.1 - Pacientes

O alelo observado foi o B*2705 encontrado em 97 pacientes (90%), seguido

pelos alelos B*2702 em nove (8%), B*2704 em um (1%) e B*2713 em um (1%).

5.1.2 - Controles

O alelo observado foi o B*¥2705 encontrado em 89 controles (80%), seguido
pelos alelos B*2702 em onze (10%), B*2703 em sete (6%), B*2707 em trés (3%) e
B*2713 em um (1%).

Tabela 8 - Distribuicao dos alelos do antigeno HLA-B27, em pacientes e controles.

ALELOS HLA-B27 PACIENTES CONTROLES P
N=108 N=111

B*2702 9 (8%) 11 (10%) NS
B*2703 — 7 (6%)* 0,0086 *
B*2704 1 (1%) — NS
B*2705 97 (90%) 89 (80%) NS
B*2707 — 3 (3%)* 0,0086 *
B*2713 1 (1%) 1 (1%) NS

NS: nao significante; * associagdo estatistica dos alelos B*2703 e B*2707 com o grupo controle, comparada

ao grupo de pacientes; Nao observado
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90%

m B*2705
mB*2702
O0B*2703
m B*2704
10% @ B*2707
6% 30,1% mB*2713

Pacientes Controles

Grafico 2 - Representacdo grafica da distribuicdo dos alelos do antigeno HLA-B27 no

grupo de pacientes e controles.

5.2 - DISTRIBUICAO DOS ALELOS DO ANTIGENO HLA-B27 DE ACORDO
COM A RACA (TABELA 9)

5.2.1 - Pacientes: 83 eram caucasoides (77%), 24 afro-brasileiros (22%) e um

asiatico (1%).

Caucasoides: o alelo B*2705 foi observado em 76 pacientes (92%), seguido

pelos alelos B*¥2702 em seis (7%) e B*¥2713 em um (1%).

Afro-brasileiros: o alelo o B*2705 foi observado em 21 pacientes (87.5%),

seguido do B*2702 em trés (12.5%).

Asiatica: B*2704 em um paciente (100%)
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5.2.2 - Controles: 94 eram caucasoides (85%) e 17 afro-brasileiros (15%).

Caucasoides: O alelo o B*2705 foi observado em 78 controles (83%), seguido
pelos alelos B*2702 em 10 (11%), B*2703 em trés (3%), B*2707 em dois (2%) e B*2713

em um (1%).

Afro-brasileiros: O alelo B*2705 foi observado em 11 controle (65%), seguido
pelos alelos B*¥2703 em quatro (23%), B*2702 em um (6%) e o B*¥2707 em um (6%).

Tabela 9 - Distribuicdo dos alelos do antigeno HLA-B27 nas ragas caucasoéides,

afro-brasileiras e asiaticas.

PACIENTES CONTROLES SAUDAVEIS
N=108 N=111
Alelos Caucaséides Afro-Brasileiros Asiaticos Caucasédides  Afro-Brasileiros
HLA-B27 83 24 1 94 17
B*2702 6 (7%) 3 (12.5%) — 10 (11%) 1 (6%)
B*2703 — — — 3 (3%) 4 (23%)*
B*2704 — — 1 (100%) — —
B*2705 76 (92%) 21 (87.5%) — 78 (83%) 11 (65%)
B*2707 — — — 2 (2%) 1 (6%)
B*2713 1 (1%) — — 1 (1%) —
(* p= 0.028) associagdo estatistica do alelo B*2703 com a raga afro-brasileira no grupo controle; — Nio

observado.

53 - CORRELACOES DOS SINTOMAS INICIAIS E MANIFESTACOES
CLINICAS COM AS FREQUENCIAS DOS ALELOS DO HLA-B27
(TABELA 10 E 11)

Nao foram observadas associacdes estatisticas com relacdo as freqiiéncias dos
alelos do HLA-B27 e os sintomas iniciais (artrite periférica, lombalgia inflamatdria e artrite
periférica mais entesopatia) e as manifestacdes clinicas (envolvimento dorsal, cervical,
coxofemural, joelhos, tornozelos, ombros, cotovelos, punhos, sinfise pubica e

esternoclavicular, coluna em bambu, entesopatia e uveites).
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Tabela 10 - Freqiiéncia dos alelos do HLA-B27 de acordo com os sintomas iniciais da EA.

Sintomas iniciais

Alelos do HLA-B27 AP LI P AP+EP LI P
N=31 N=68 N=38 N=68

B*2702 01(3%) 06(9%) NS 02(5%) 06(9%) NS

B*2704 L 01(1%) NS L 01(1%) NS

B*2705 29(94%) 61(90%) NS 35(92%) 61(90%) NS

B*2713 01(3%) o NS 01(3%) o NS

AP=artrite periférica; LI=lombalgia inflamatoria; AP+EP=artrite periférica mais entesopatia; NS=ndo

significante;  ndo observado

Resultados

88



Tabela 11 - Freqiiéncia dos alelos do HLA-B27 de acordo com as manifestagdes clinicas

da EA.
Alelos do HLA-B27
Manifestacoes B#2702 B*2704 B*2705 B*2713 P

clinicas N=09 N=01 N=97 N=01

Dorsal

N=75 08(11%) 01(1%) 66(88%) _ NS
Cervical

N=75 08(11%) 01(1%) 66(88%) NS

Coluna em bambu

N=21 01(5%) - 20(95%) - NS
Entesopatia
N=41 03(7%) o 37(90%) 01(3%) NS
Coxofemural
N=37 2(5%) o 35(95%) o NS
Joelhos
N=37 04(11%) o 33(89%) o NS
Tornozelos
N=54 05(8%) o 53(90%) 01(2%) NS
Ombros
N=22 2(9%) o 20(91%) - NS
Cotovelos
N=2 o o 2(100%) o NS
Punhos
N=10 o o 10(100%) o NS
SP
N=13 o o 13(100%) o NS
EC
N=19 01(5%) o 18(95%) o NS
Uveite
N=17 o - 17(100%) - NS
NS=nio significante; EC=esternoclavicular; SP=sinfise piibica; _ =ndo observado
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54 - ASSOCIA(;f)ES ESTATISTICAS
5.4.1 - Pacientes
5.4.1.1 - Historico familial de EA

Foram  detectados 17 de  pacientes, do Sexo masculino
(15 caucasoides e 2 afro-brasileiros), com historico familial de EA. Na pesquisa do
historico foi observado que dos individuos afetados na familia, 20 sdo do sexo masculino e

.. . . . o n . 0 .
um feminino (oito pai, dez irmdos, um avo paterno, um primo de 1" grau e um sobrinho).

Os alelos observados foram o B*2705 (13 pacientes) e o B*2702
(04 pacientes). Uma tendéncia estatistica foi encontrada com relagdo ao alelo B*2702
(p=0.084) e o historico familial de EA quando comparados com todos os alelos observados
no grupo de pacientes (TABELA 12). Entretanto, ao se comparar apenas os alelos

detectados com recorréncia familial, foi observada uma associagdo estatistica de p=0,035

com relagio ao alelo B¥2702 (TABELA 13; GRAFICO 3)

Tabela 12 - Tendéncia estatistica observada entre o alelo B*2702 e o historico familial de

EA, com os alelos observados no grupo de pacientes.

Historico familial

Alelos Presente Ausente P
HLA-B*2702
N=9 4 (45%) 5 (55%)
HLA-B2704
N=1 o 1 (100%)
0.084
HLA-B*2705
N=97 13 (13%) 84 (87%)
HLA-B2713
N=1 - 1 (100%)

—— Nao observado
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Tabela 13 - Associacao entre o alelo B*¥2702 com o grupo de pacientes com histérico

familial de EA.
Historico familial de EA

Alelos Presente Ausente P
HLA-B*2702 4 (45%) 5 (55%)

N=9

0.035

HLA-B*2705 13 (13%) 84 (87%)

N=97

87%

B*2705 B*2702

@ Histérico familial de
EA ausente

M@ Histérico familial de
EA presente

Grifico 3 - Representacdo grafica da distribuicdo dos alelos HLA-B*2702 e B*¥2705 com o

historico familial de EA.
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5.4.2 - Controles
5.4.2.1 - Raca afro-brasileira e o alelo HLA-B*2703

Entre os 111 controles saudaveis, 17 eram da raca afro-brasileira onde quatro (23%)
apresentaram o alelo B*2703, enquanto que na raga caucasoide, dos 94 apenas trés (3%)
foram positivos para o mesmo alelo, estabelecendo assim uma correlacdo estatistica

(p=0.028) entre B*2703 e a raga afro-brasileira (Tabela 9; Grafico 4)

83%

m B*2705
m B*2702
0o B*2703
m B*2707
m B*2713

caucasoides afro-brasileira

Grifico 4 - Representagao grafica da distribuicdo dos alelos HLA-B27 na raga caucasoide

e afro-brasileira no grupo controle

5.4.2.2 - Alelos HLA-B*2703 e B¥2707 no grupo controle

Os alelos HLA-B*2703 e B*2707 foram observados em 6% e 3% no grupo
controle, respectivamente, nio sendo observados nos pacientes (TABELA 8; GRAFICO 2),
assim sendo, nao foi observada associagdo (p=0,131) quando comparados com o niimero
total de alelos identificados nos controles, no entanto, excluindo o alelo B*2713, foi

estabelecida a associagdo (p=0,0086).
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5.5 - PADRAO DE AMPLIFICACAO DOS ALELOS DO HLA-B27 PELA TECNICA
DE SEQUENCIAS ESPECIFICAS DE “PRIMERS” (PCR-SSP) DE ALTA
RESOLUCAO.

Legenda:

C.I= bandas de amplificagdao do controle interno (gene do crescimento humano)

M= marcador de peso molecular 100 pb (Invitrogen)

1-16= ntimero de tubos contendo os “primers” especificos para os alelos HLA-
B27
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410 pb

95 pb

M. . ldeala ol

Figura 12 - Alelo HLA-B*2702

Legenda:

Bandas 2, 6, 8 = amplificagdo especifica dos “primers” do alelo B*2702.
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395 pb

120 pb

Figura 13 - Alelo HLA-B*2703

Legenda:

Bandas 3, 4, 6 e 8= amplificagdo especifica dos “primers” do alelo B*2703.
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. 205 pb

95 pb

Figura 14 - Alelo HLA-B*2704

Legenda:

Bandas 5, 6, 8 e 9 = amplificacdo especifica dos “primers” do alelo B*¥2704.
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Figura 15 - Alelo HLA-B*2705

Legenda:

Bandas 4, 6 e 8= amplificagdo especifica dos primers do alelo B*2705
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395 pb

95 pb

Figura 16 - Alelo HLA-B*2707

Legenda:

Bandas 4, 6 e 11 = amplificacao especifica dos “primers” do alelo B*¥2707.
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415 pb

Figura 17 - Alelo HLA-B*2713

Legenda:

Bandas 4, 6, 8 e 14 = amplificacdo especifica dos “primers” do alelo B*2713.
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A populacdo brasileira possui um grande polimorfismo
(LOUZADA et al, 2001; BRAUN-PRADO et al, 2000; ALVES-SILVA et al, 2000); isto
se deve a intensa imigragdo que o pais recebeu, inicialmente por portugueses e africanos e
depois por outros imigrantes europeus e asidticos. Entre 1820 e 1975, 5.686.133 imigrantes,
a maioria europeus, chegaram oficialmente ao Brasil; destes, cerca de 70% eram
portugueses e italianos, seguidos pelos espanhdis, alemaes, sirios, libaneses, e japoneses
(IBGE 2000). Segundo CALLEGARI -JAQUES e SALZANO (1999), durante o periodo
de 1500 a 1972, as porcentagens de imigrantes no Brasil ficaram em torno de 58% de
europeus, 40% de africanos e 2% de asidticos. O resultado de toda esta mistura de ragas
causou uma grande diversidade genética na populacdo brasileira, comprovada através de
alguns estudos, como por exemplo, sobre o polimorfismo dos antigenos HLA classe I, onde
um relato recente revelou gradientes entre brancos, mulatos e negros, nas freqiiéncias dos
alelos e haplétipos dos ancestrais europeus, africanos e amerindeos. O resultado do estudo
acima indicou que a populacdo branca apresentou 94% dos alelos e haplétipos dos
ancestrais europeus, 3% africanos e amerindios, enquanto que a populagdo de mulatos
apresentou 57% dos alelos e haplétipos dos ancestrais europeus, 39% africanos e 4%
amerindios e a populagcdo negra 74% dos alelos e haplétipos dos ancestrais africanos, 25%

europeus, € 1% amerindios (BRAUN-PRADO, 2000).

A distribuicao dos alelos do HLA-B27 nas diversas populagdes, bem como as
associacOes desses alelos com a EA, tém sido descritas em varias populagdes, diferindo em
sua distribuicdo étnica (TABELA 4 e 5). Até o presente momento, 25 alelos do HLA-B27
(HLA- B*2701 — B*2725) (EDWARD e KHAN, 2001) foram identificados, e alguns
desses alelos (B*2702, B*¥2704, B*2705 e o B*2707) sao claramente associados com a EA
(REVEILLE et al., 2001). Os alelos B*2701, B*¥2703, B*2706, B*2708, B*2713; B*2714,
B*2715 e B*2719 também j4 foram observados em pacientes com EA, porém de forma
esporddica  (MacLean, 1992; GRUBIC et al., 2001; UEHARA, 2001;
GONZALEZ- ROCES et al., 1997; ARMAS, 2001; GARCIA-FERNANDEZ et al., 2001;
SHANKARKUMAR et al., 2002; TAMOUZA et al., 2001). A explicagdo para certos
alelos do HLA-B27 serem claramente associados a EA pode estar ligada a capacidade
desses alelos em apresentar peptideos proprios com alta homologia a peptideos bacterianos

e virais, ou entdo, peptideos proprios derivados da propria molécula do HLA-B27
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(EBRINGER e WILSON, 2000; FIORILLO et al., 2000; SCOFIELD et al., 1995;
ALVAREZ et al., 2001; RAMOS et al., 2002).

O alelo do HLA-B27 mais comumente encontrado na populacdo sauddvel e
com EA é o B*2705, seguido pelo B*2702, que € um alelo observado em populacdes
caucaséides (GONZALES-ROCES et al., 1997). Os alelos B*2704 e B*2707 sdo
freqiientes em populagdes asidticas (YAMAGUCHI ez al., 1996; LOPEZ-LARREA et al.,
1995b; Ren et al., 1997; NASUTION et al., 1997) e o B*2703 em populagdes africanas
(HILL et al., 1991; BROWN et al., 1997; GONZALES-ROCES et al., 1997); porém o
B*2707 e o B*2703 t€m sido observados também em populacdes caucasdides
(ARMAS 2001; FRAILE et al., 1998; GONZALEZ-ROCES et al., 1997; OLIVIERI et al.,
2002; GONZALEZ et al., 2002). Uma associacao negativa entre o B*¥2706 e a EA tem sido
relatada em alguns estudos, como em nativos da Indonésia (NASUTION et al., 1997),
tailandeses (LOPEZ-LARREA et al., 1995b) e chineses (REN et al., 1997), sugerindo
possivelmente um papel de protecdo a doenca com relacdo a presenca deste alelo nestas
populacdes; porém o B*2706, na presenca do B*2704, ndo exerceria papel de protecao
(SUDARSONQO et al., 1999). Os outros alelos sdao encontrados de forma esporddica na

populacdo sauddvel e na EA.

Alelos identificados na casuistica

Os alelos identificados na amostra da populagdo estudada, composta de
pacientes e controles, foram o B*2702, B*2703, B*2704, B*2705, B*2707 e B*2713
(TABELA 8; GRAFICO 2). Esses resultados demonstram que a populacio estudada
apresentou um maior polimorfismo em comparacdo a um estudo anterior realizado na
populacdo brasileira, somente em pacientes com EA, onde o alelo predominante foi o
B*2705 seguido pelo B*2702, sendo também observados a presencga de dois outros alelos,

como o B*2701 e B*2713 (UEHARA, 2001).
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Alelos predominantes na amostra da populacdo estudada

Neste estudo o B*2705 foi o alelo predominante em 80% da populacao
sauddvel e em 90% na EA, seguido pelo B*2702 que foi observado em 10% da populacao
sauddvel e em 8% na EA. Estes dois alelos sdo predominantes em populagdes caucasoides,
onde o B*2705 aparece numa maior freqiiéncia na maioria das populacdes
(BREUR-VRIESENDOREP et al., 1987; GONZALEZ et al., 2002; BROWN et al., 1996;
ARMAS, 2001; OLIVIERI et al., 2002a; GRUBIC et al., 2001; FERNANDEZ-SUEIRO
et al., 2001; FRAILE et al., 1998), com exce¢dao em judeus no Oriente Médio, caucaséides
no Norte da Africa - Tunisia e Argélia (GONZALEZ-ROCES et al, 1994
GONZALEZ-ROCES et al., 1997), bem como na Franca
(GUIES-SABATIER et al., 2000), onde é observada uma maior freqii€ncia do B*2702. Na
Sardenha o B*2705 estd ausente e 0 B*2702 € o tnico alelo observado na EA e em 75% da
populagdo saudavel (D’ Amato et al., 1995).

Suspeita-se que o B*2702 tenha sido introduzido na Europa e no norte da
Africa por conseqiiéncia da imigracdo a partir do Oriente Médio, e a presenca deste alelo
em 100% de espanhdis egipcios pode tornar mais consistente esta hipotese
(GONZALEZ-ROCES et al., 1997), bem como os estudos sobre sua evolugio a partir do
haplétipo B*2705/CW*02022, o qual foi observado em uma alta prevaléncia em judeus
(GONZALEZ-ROCES et al., 1994).

Em populacdes asiaticas o B*2705 compete com o B*2704 e o B*2706 que sdo
0s alelos predominantes na maioria destas populagdes
(YAMAGUCHI et al, 1996; NASUTION et al, 1997; REN et al., 1997,
LOPEZ-LARREA et al., 1995b; GONZALEZ-ROCES et al., 1997); o B*2702 aparece
esporadicamente em populacdes asidticas, como na India (LOPEZ-LARREA et al., 1995b),
e em chineses (GONZALEZ-ROCES et al., 1997). A Sibéria é a unica populagdo do
continente asidtico que possui uma distribui¢do dos alelos do HLA-B27 semelhante a
maioria das populagdes caucaséides (GONZALEZ-ROCES et al., 1997).

Na Africa, os alelos predominantes sio o B*¥2705 e o B*2703, sendo que o
B*2705 aparece numa freqii€éncia menor que a maioria das populagdes caucasdides e o

B*2702 aparece novamente de forma esporadica, no oeste da Africa (Senegal), e na Africa

do Sul (Hottentot) (BROWN et al., 1997;).
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Analisando os resultados obtidos, neste estudo, com relac@o aos alelos B*2705
e B*2702, observou-se que a distribuicdo desses alelos, nesta populacdo, ndo difere da
maioria das populacdes caucasdides européias, bem como mesticas no México, Venezuela
e Colombia (LOPEZ-LARREA et al., 1995a; MARTINEZ et al., 1999,
GONZALEZ-ROCES et al., 1997). Nestas populacdes o B*2705 e o B*2702 sio os alelos
predominantes na EA, como podemos observar na figura 18. Estes achados sdo semelhantes

a um estudo realizado por UEHARA, 2001 em pacientes com EA na populag¢do brasileira.

Associacoes estatisticas
e Presenca dos alelos B¥2703 e B*2707 na populacao controle

Os alelos B*2703 e B*2707 foram somente identificados em nossa
populacdo-controle e uma relacdo estatistica significante (p=0.0086) foi observada
considerando a presenca desses dois alelos nesta populacdo, comparada a casuistica de
pacientes (TABELA 8; GRAFICO 2), demonstrando uma associagio negativa deste dois

alelos com a EA em nossa populacao estudada.

O B*2707 € um alelo associado a EA predominantemente em populagdes
asidticas (LOPEZ-LARREA et al., 1995b; NASUTION et al., 1997; GONZALEZ-ROCES
et al., 1997). Na populagdo caucaséide sauddvel a sua maior freqii€ncia fica entre os judeus,
ja que este alelo foi observado em 12,5% nesta  populacdo
(GARCIA-FERNANDEZ et al., 2001). No sul da Italia, este alelo foi observado apenas em
um individuo (OLIVIERI et al., 2002) e nos Agores, onde foram identificados dois casos, a
presenca deste alelo € explicada pela possivel miscigenacdo com a populagdo asidtica, ou
entdo pela introducdo deste alelo na populacdo asidtica devido ao longo periodo de
ocupacdo pelos portugueses no Oriente (ARMAS, 2001; CARVALHO, 1983). Na Espanha,
o B*2707 foi observado em dois individuos na populacdo saudavel
(GONZALEZ et al., 2002; FRAILE et al., 1998); a explicacdo proposta para o fato seria a
introducdo deste alelo na Espanha pelos judeus (GARCIA-FERNANDEZ et al., 2001;
GONZALEZ et al., 2002). Em um estudo feito na Asia, sobre a diversidade nessa
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populacdo, foi sugerido que o B*2707 tenha migrado a partir do Oriente Médio através de
uma rota sul, chegando 2 India, espalhando-se ao leste. Esta hipétese é fundamentada em
uma maior freqiiéncia deste alelo observada em judeus (12,5%) como ja descrito,
comparada a indianos (5,7%) e chineses (<2%), sugerindo que a migracdo possa ter sido
uma possivel causa de muitos gradientes genéticos no extenso continente

(GARCIA-FERNANDEZ et al., 2001).

De acordo com os relatos existentes na literatura, duas hipdteses para explicar a
presenca do B*2707 na populacdo caucasiana sauddvel t€m sido sugeridas em nossa
casuistica, as quais estariam relacionadas a miscigenacdo de nossa populacdo. A primeira
hipétese tem como base a presenca de individuos descendentes de asidticos, portugueses,
espanhdis, italianos e judeus, uma vez que o B*2707 é observado nas referidas populacoes.
A segunda seria a de que este alelo teria vindo para o Brasil trazido apenas por portugueses,
fortalecendo assim a hipdtese de que os mesmos teriam introduzido o B*2707 na populacdo
oriental, como sugerido por ARMAS (2001). Quanto a presenca do B*2707 em um
individuo afro-brasileiro (mulatos), poderia ser explicada pelo fato de que esta populacdo
apresenta 57% dos haplétipos e alelos do HLA dos descendentes de europeus

(BRAUN-PRADO, 2000).

O alelo B*2703 foi observado em nossa populacao controle em 23% na raga
afro-brasileira e em 3% na raga caucasiana. Este alelo € predominante em populacdes
africanas o que explica a sua presenca em afro-brasileiros. No norte da América, na
populacdo negra, este alelo também tem sido observado, porém de forma rara
(KHAN, 1998). Com relacdo a presenca do B*2703 em populacdes caucasodides, ha alguns
relatos na literatura: nos Acores (ARMAS, 2001), na Tunisia
(GONZALEZ—ROCES et al., 1997) e no norte da Espanha (GONZALEZ et al., 2002),
onde este alelo foi observado em um individuo na populacdo normal nos dois primeiros
casos, € na Espanha em um paciente com doenca inflamatéria do intestino. A presenca
deste alelo nestas populacdes foi atribuida a miscigenagdo com populacdes descendentes do
oeste Africa. O fato do B*2703 ser encontrado em populacdes, bem como estudos sobre 0
polimorfismo do HLA classe I na populagdo brasileira, revelando que a populacdo branca

carrega uma freqiiéncia de 3% dos alelos e haplétipos dos ancestrais Africanos,
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(BRAUN-PRADO, 2000) fortalecem os achados em nossa populagdo sauddvel onde o
B*2703 foi observado na raca caucasdides, atribuindo assim a presenca deste alelo a

miscigenacao de nossa populacdo com ancestrais africanos.

e O alelo HLA-B*2703 e a raga afro-brasileira na populacio controle

Sabemos que a prevaléncia da EA estd associada a freqiiéncia do HLA-B27 na
populacdo. Em Africanos a freqiiéncia deste antigeno é baixa (KHAN, 1995) e o alelo
B*2703 € observado, como ja descrito, predominantemente nesta populacdo. Visto que esta
patologia € extremamente rara em populacdes Africanas este alelo é considerado ndo
associado a EA (HILL et al., 1991; BROWN et al., 1997), embora existam alguns casos
descritos no Senegal deste alelo associado a esta patologia
(GONZALEZ—ROCES et al., 1997). De forma interessante, em individuos de etnia fula em
Gambia, o risco desta populagdo desenvolver EA € baixo apesar de 6% deste grupo ser
positivo para o HLA-B27 (68% B*2705 e 32% B*2703), atribuindo a este fato a auséncia
de um desencadeador ambiental ou fatores genéticos adicionais de suscetibilidade, sem ser

o HLA-B27, reduzindo assim a prevaléncia da EA nesta populacio (BROWN et al., 1997).

Em nossa casuistica, dos 111 controles saudaveis, 17 sao afro-brasileiros, onde
o alelo B*2703 foi identificado numa freqii€ncia de 23%, sendo observada uma associagao
de p=0.028 em relacdo a presenca deste alelo nesta raca (TABELA 9; GRAFICO 4).
Portanto na amostra da populacdo estudada o B*2703 ndo € considerado raro na raga
afro-brasileira. Com base nesses resultados pode-se sugerir que a presenca do B*2703,
associado a raga afro-brasileira, poderia talvez influenciar a freqiiéncia da EA nesta
populacdo, uma vez que este alelo € descrito como ndo associado a esta patologia
(HILL et al., 1991). Em contrapartida, a hipétese de que a auséncia de fatores genéticos
adicionais de suscetibilidade, como fatores de protecdo em populagdes africanas
(BROWN et al., 1997), poderia também influenciar a freqii€éncia da EA em afro-brasileiros.
Porém ndo existem estudos com relagdo a prevaléncia da EA em populacdes
afro-brasileiras, e o presente estudo € o primeiro a determinar a freqiiéncia dos alelos do
HLA-B27 na populagdo saudavel, o que dificulta um estudo sobre a associacdo do B*2703

com relagdo a EA em afro-brasileiros.
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e Associacdo do alelo B*2702 com histéria familial de EA

Na Franca, um recente estudo com descendentes espanhdis e do norte da Africa,
demonstrou uma alta freqiiéncia do alelo B*¥2702 em pacientes com EA (74%), comparada
a individuos sauddveis (21%). Em contraste a freqiiéncia do B*2705 foi observada em 28%
dos pacientes e nos individuos sauddveis em 79%. Os autores sugeriram que o B*2702 ¢
um alelo susceptivel enquanto o B*2705 € uma alelo protetor no desenvolvimento da EA na
populacdo estudada (GUIS-SABATIER et al., 2000). Esta conclusdo foi questionada por
OLIVIERI (2002) em um estudo realizado na Lucénia, no sul da Italia, onde o B*2702 é
observado bastante freqiiente, e o autor concluiu que este alelo ndo confere um maior risco
a doenga do que o B*2705. Em outras populagdes caucasdides, como na Sardenha e em
judeus, onde este alelo é o prevalente, também se observa que o B*2702 aparece numa
freqiiéncia maior na EA em relagio 2 populacio sauddvel (GONZALEZ-ROCES et al.,
1997; D’AMATO et al., 1995). Em nosso estudo o alelo B*2702 nio foi observado em
uma alta freqii€ncia na amostra de pacientes e controles, porém, foi estabelecida uma
associacao estatistica significante de p=0,035 deste alelo com histérico familial de EA
(TABELA 13; GRAFICO 3), um fato ndo descrito em estudos similares. Esta associacao €
importante visto que este alelo € observado em algumas popula¢des em uma alta freqii€ncia
na EA, mas € necessario confirmar a associagao deste alelo com o histérico familial de EA

em outros estudos.

Presenca dos alelos B*¥2704 e B*2713 na populacao estudada

Ambos os alelos B*2704 e o B*2713 foram observados em nossos pacientes,
um de origem asiatica e outro caucasoides, respectivamente, sendo que o B*2713 também

foi observado em um controle caucasdide.

O B*2704 estda presente em uma maior freqii€ncia na Polinésia e é o alelo
prevalente em populacdes asidticas (GONZALEZ-ROCES et al., 1997; NASUTION et al.,
1997; REN et al., 1997, YAMAGUCHI et al., 1996; LOPEZ-LARREA et al., 1995b).
Nestas populacdes este alelo aparece associado a EA numa alta freqii€éncia, salvo a
populacdo da Polinésia, onde o estudo foi realizado apenas em individuos saudéveis, e em
nativos da Indonésia, onde sua freqiiéncia é menor em relagdo a outras populagdes

asiaticas, em torno de 25% (NASUTION et al., 1997). Este alelo também tem sido
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observado associado a EA de forma esporddica em populagdes caucasianas, como em
judeus e croatas (GONZALEZ-ROCES et al., 1997; GRUBIC et al., 2001), e na populacao
mestica do México (LOPEZ-LARREA et al., 1995a). A presenga do B*2704 em um
paciente asidtica em nossa casuistica condiz com os relatos acima descritos, de que o

B*2704 est4 associado a EA e presente em populacdes de origem asiatica.

O alelo B*2713 até o momento foi observado apenas em uma familia sauddvel
no norte da Espanha (GONZALEZ et al., 2002) e associado a EA em um paciente
brasileiro caucasdéides (UEHARA, 2001). Algumas consideracdes a respeito da molécula do
B*2713 devem ser ressaltadas. A estrutura da molécula expressa na superficie da célula é
idéntica aos dos alelos B*27052, B*27053 e B*27054, diferindo do B*27052 por uma
mutagdo pontual (C para A) (SEURYNCK e BAXTER-LOWE, 1998), sugerindo que esta
mudanca pode alterar a expressio da molécula do HLA, podendo contribuir para o
desenvolvimento da doenca (REVEILLE er al., 2001). Com base nestas informacdes
sugeriu-se que a associacdo do B*2713 a EA, em um dos nossos pacientes, pode estar
associada ao fato desta molécula se expressar de forma idéntica a molécula do B*2705. Em
relacdo a presenca deste alelo em nossa populagdo caucaséide, pode-se sugerir que o
mesmo possa estar associado a esta raca, uma vez que este alelo ja foi descrito nesta
populacdo em outros estudos (GONZALEZ et al., 2002; UEHARA, 2001) e nao existem
relatos em populagdes asidticas ou africanas, porém, devido ao fato deste alelo ser

extremamente raro, é necessario mais relatos para que se possa concluir a sua real origem

étnica.

Correlagdes dos sintomas iniciais € manifestacdes clinicas com os alelos do

HLA-B27

Nao h4 estudos na literatura sobre uma possivel associa¢do de agressividade a
EA correlacionada aos alelos do HLA-B27. Este foi o primeiro estudo comparando as
manifestagdes clinicas e sintomas iniciais com as freqii€ncias dos alelos do HLA-B27
(TABELA 10 E 11), e os resultados ndo demonstraram nenhuma associacao estatistica dos
alelos observados com relagc@o a clinica dos pacientes. Porém foi observado que no grupo

de paciente com uveite o B*2705 foi o tnico alelo presente.
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FIGURA 18 - Distribuicdo geogréfica dos alelos do HLA-B27 prevalentes na populacdo com EA



7 - CONCLUSOES

113

G



1a Os alelos identificados nos pacientes e controles foram o B*2702, B*2703,
B*2704, B*2705, B*2707 e B*2713, demonstrando que a amostra da
populacdo estudada, composta de caucaséides e afro-brasileiros, apresentou
um grande polimorfismo que podemos atribuir a miscigenagdo de nossa

populacao.

1b Este estudo confirma que diferentes origens genéticas e geogrificas podem
contribuir significantemente para o polimorfismo dos alelos dos HLA-B27

na populacio brasileira.

2a Os alelos B*2702, B*2704, B*2705 e o B*2713 estdo relacionados a EA na
amostra da populacdo estudada, sendo necessario, porém, mais relatos do

B*2713 para que seja possivel confirmar a relagdo desse alelo com a doencga.

2b A associagao significante dos alelos B*¥2703 e B*2707 em nossa populacao
controle mostra que esses alelos estdo associados de forma negativa com a

EA na amostra da populagdo estudada.

2¢ A associagdo significante do alelo B*2703 em afro-brasileiros, na populagdo
controle, pode estar influenciando a freqiiéncia da EA na amostra da

populacdo estudada.

2d A presenca do alelo B¥2713 em nossa populagio caucaséide sugere que este
alelo possa estar associado a esta raca, mas sdo necessdrios outros relatos

para que se possa concluir a sua real origem étnica.

3 A distribui¢do dos alelos predominantes na amostra da populacdo estudada
ndo difere da maioria das populagdes caucaséides européias com EA, bem
como mesticas no México, Venezuela e Colombia, onde o B*2705 e o

B*2702 sao os alelos predominante.

4 O alelo B*2702 esteve associado ao histérico familial de EA um fato nio

descrito em estudos similares.

5 Nao foram observadas associagdes significantes dos alelos do HLA-B27
com os sintomas iniciais e as manifestacdes clinicas na amostra da

populacdo estudada.
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Critérios de Diagnostico da espondilite anquilosante

Critérios de New York Modificados para EA

Critérios Clinicos:
1. Lombalgia e rigidez por mais de trés meses que melhora com exercicios, mas ndo com repouso.
2. Limitacdo da mobilidade da coluna lombar nos planos sagital e frontal

3. Limitacdo da expansdo tordcica relativamente aos valores normais corrigidos para a idade e sexo

Critérios Radiolégicos:
1. Sacroilite grau 2 a 4 bilateral

2. Sacroilite grau3-4 unilateral

A - Considera-se EA definida se um dos critérios radioldgicos estd associado com, pelo menos, um critério
clinico.

B - A EA ¢ considerada provavel se:

1) Estao presentes trés critérios clinicos

2) Se o critério radioldgico estd presente sem quaisquer sinais ou sintomas que satisfacam os critérios

clinicos

van der LINDEN S. M et al., 1984
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VARIACOES NOS AMINOACIDOS DOS ALELOS DO HLA-B27

_L_ variacdo dos aminoacidos do dominio al variacdo dos aminoacidos do dominio a2 a3
Pockets A B B B CF C/F C/F C/F C/F CIF C/F D DE F E
Residuos  -20 59 63 67 69 70 71 74 77 80 81 82 83 94 95 97 103 113 114 116 131 143 152 156 163 211
Subtipos
B*2705 ALA TYR GLU CYS ALA LYS ALA ASP ASP THR LEU LEU ARG THR LEU ASN VAL TYR HIS ASP SER THR VAL LEU GLU ALA
B*2701 - - - - - - - TYR ASN - ALA - - - - - - - - - - - - - - ND
B*2702 - - - - - - - - ASN ILE ALA - - - - - - - - - - - - - - -
B*2703 - HIS - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
B*2704 - - - - - - - - SER - - - - - - - - - - - - - GLU - - GLY
B*2706 - - - - - - - - SER - - - - - - - - - ASP TYR - - GLU - - GLY
B*2707 - - - - - - - - - - - - - - - SER - HIS ASN TYR ARG - - - - -
B*2708 - - - - - - - - SER ASN - ARG GLY - - - - - - - - - - - - -
B*2709 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - HIS - - - - - -
B*2710 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - GLU - - ND
B*2711 - - - - - - - - SER - - - - - - SER - HIS ASN TYR ARG - - - - -
B*2712 - - - - THR ASN THR - SER ASN - ARG GLY - - - - - - - - - - - - -
B*2713  GLU - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
B*2714 - - - - - - - - - - - - - - TRP THR LEU - - - - - - - - ND
B*2715 - - - - - - - - SER - - - - - - - - - - - - - GLU - THR ND
B*2716 - - - - THR ASN THR - - - - - - - - - - - - - - - - - - ND
B*2717 - PHE - SER - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - ND
B*2718 - - - - THR ASN THR TYR SER ASN - ARG GLY - - - - - - - - - GLU - - ND
B*2719 - - - - - - - - - - - - - ILE ILE ARG - - - - - - - - - ND
B*2720 - - - - - - - - SER - - - - - - - - HIS ASN TYR ARG - GLU - - ND
B*2721 - - - - - - - - SER - - - - - - ARG - - ASP TYR - - GLU - - ND
B*2722 - - - - - - - - SER - - - - - - - - - ASP TYR - - GLU - - GLY
B*2723 - - ASN PHE THR ASN THR TYR SER - - - - - - - - - - - - - - - - ND
B*2724 - - - - - - - - SER - - - - - - SER - HIS ASN TYR ARG SER GLU - - ND
B*2725 - - - - - - - - SER - - - - - - - - - - - - - GLU TRP THR ND

HLA-B*2722 foi deletado oficialmente como um dos subtipos do HLA-B27 pela Organizagdo Mundial de Satide em 02 de abril de 2002. (KHAN, 2002b)

Adaptada e modificada: BLANCO-GELAZ, 2001; RAMOS, 2002



